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(57) Abstract: The invention relates to a general method 
for the specific determination of DNA-sequences by means 
of parallel amplification using nested polymerase chain 
reactions in a combined liquid-/solid-phase DNA-microarray 
system and modifications resulting therefrom for the 
determination of, for example, point mutations and for 
sequencing partial DNA regions, which after a particular 
method of execution can also be unknown. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein 
allgemeines Verfahren zur spezifischen Bestimmung von 
DNA-Sequenzen mittels paralleler Ampliflkation durch 
verschachtelte Polymerasekettenreaktion in einem kombi- 
nierten FlUssigphasen/Festphasen-DNA-Microarray-system, 
sowie davon abgeleitete Modifikationen zur Bestimmung 
von z.B.Punktmutationen und zum Sequenzieren von 
DNA-Teilbereichen, welche nach einer besonderen 
Ausfuhrungsform auch unbekannt sein konnen. 
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Verfahren zur spezif ischen Bestimmung von DNA-Sequenzen 
mittels paralleler Amplif ikation 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein allgemeines Verfahren 
zur spezifischen Bestimmung von DNA-Sequenzen mittels paralle- 
ler Amplifikation durch verschachtelte Polymerasekettenreakti- 
on (im folgenden auch PGR = engl . "Polymerase Chain Reaction") 
in einem korabinierten Flussigphasen/Festphasen-DNA- 
Microarraysystem (ein solches Festphasen-Microarraysystem wird 
unabhangig vom konkret daran immobilisierten Biomolektil (hier 
DNA) allgemein auch als "Biochip" bezeichnet) . Ausgehend von 
diesem allgemeinen Verfahren, das als solches bereits den 
Nachweis bestimmter Analyten in einer zu analysierenden Probe 
gewahrleistet, betrifft die vorliegende Erfindung gleicherma- 
Ben davon abgeleitete Verfahren zur Bestimmung von Punktmuta- 
tionen und allelischen Varianten sowie Verfahren zur Bestim- 
mung der Sequenz von DNA-Teilbereichen, und zwar auch von un- 
bekannten DNA-Teilbereichen. 

20 Im Rahmen der vorliegenden Beschreibung wird der Begriff pa- 
rallel" kontextabh&ngig mit zwei unterschiedlichen Bedeutungen 
verwendet. Zum einen ist z.B, die unten erwahnte parallele Be- 
stimmung der einzelnen Sequenzbausteine durch Verwendung un- 
terschiedlicher Primer moglich, d.h. der Multiplexbetrieb, zum 

25 anderen bedeutet parallele" Amplifikation unter konkreter Be- 
zugnahme auf ein erfindungsgemaBes Verfahren die gleichzeitige 
Amplifikation von Nucleinsauren sowohl in der flussigen als 
auch an der festen Phase mittels erfindungsgemaii bezeichneter 
P 3 - Primer. 

30 

Im folgenden werden die Begriffe Sonde, PCR-Primer bzw. Primer 
je nach der Funktion des betreffenden Oligonucleotids verwen- 
det. Ein Oligonucleotid, das als Primer zur spezifischen Am- 
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Amplif ikation von Zielsequenzen verwenciet werden kann, kann 
auch als Sonde zum Nachweis der Zielsequenz verwendet werden. 

Ein Festphasen-Microarraysystem und ein Verfahren zur Analyse 
5 von markierten DNA-Sequenzen durch Hybridisierung an auf einem 
festen Trager immobilisierte Sonden und durch Bestimmung der 
Lokalisierung der Markierung auf der Oberflache ist beispiels- 
weise aus EP 0 373 203 bekannt. 

10 Fur eine solche DNA-Microarray-Analyse sind eine Reihe von 
Einzelschritten notig. So muli die Proben-Nucleinsaure direkt 
oder in Form einer Kopie markiert werden, Oder aber es wird 
mit einer Fanger-Nucleinsaure auf dem Mikroarray und einer 
zweiten Detektionssonde in L5sung gearbeitet. Dabei ist ftir 

15 viele Anwendungen, wie z.B. den Nachweis von biologischen Kon- 
taminationen, die Amplif ikation der Probensequenz durch z.B. 
eine PCR notig. Die (markierte) Probe wird dann mit der auf 
dem Mikroarray gebundenen Sonde hybridisiert, urn ein spezifi- 
sches, ortsgebundenes Signal zu erzeugen, welches z.B. iiber 

20 eine Detektionssonde aufgenommen und weitergeleitet werden 
kann. Durch diese Vorgehensweise fallen viele Einzelreaktions- 
schritte an, die diese Analysen arbeits-, kostenintensiv, 
langsam und dartiber hinaus f ehleranf ailig machen. ; 



25 Die Durchfuhrung einer PCR in Anwesenheit eines festen Tragers 
bzw. Chip ("PCR on Chip") ist an sich bereits bekannt (Shoff- 
ner M. A., Cheng J., Hvichia G. E., Kricka U., Wilding P.: 
Chip PCR. I. Surface passivation of microf abricated silicon- 
glass chips for PCR. Nucleic Acids Res. 1996 Jan 15/ 

30 24 (2) : 375-9 . ; Cheng J., Shoffner M. A., Hvichia G. E., Kricka 
U., Wilding P.: Chip PCR. II. Investigation of different PCR 
amplification systems in microf abricated silicon-glass chips. 
Nucleic Acids Res. 1996 Jan 15; 24(2):380-5. 
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Auch das Prinzip der sog. verschachtelten PCR (engl. "nested 
PCR") ist bekannt (vgl. z.B. C. R. Newton, A. Graham: "PCR" , 
Spektrura Akademischer Verlag Heidelberg Berlin Oxford 1994, S. 
59 und die dort angegebenen weiteren Literaturstellen) . Bei 
der verschachtelten PCR werden zwei PCR-Primer-Paare verwen- 
det, von denen die Mitglieder eines Paares (die sog. aufieren 
PCR-Primer) stromauf warts bzw. stromabwarts der zu amplif izie- 
renden Ziel-DNA-Sequenz hybridisieren . Die Mitglieder des 
zweiten Primer-Paares (die sog. inneren PCR-Primer) hybridi- 
sieren innerhalb des Abschnitts, der vom Design des ersten 
Primer-Paares vorgegeben wird. Der Vorteil dieser Technik be- 
steht in der erheblichen Erhohung der Empf indlichkeit und der 
Spezifitat, da bevorzugt die Ziel-DNA-Sequenz amplifiziert 
wird. 

Diese Technik ist aber auiierordentlich empfindlich gegentiber 
Verunreinigungen, wie sie beispielsweise auch durch das Zusam- 
menpipettieren der fur die PCR erf orderlichen Reagenzien ein- 
geschleppt werden konnen. Bei einer verschachtelten PCR mufi 
ferner eine raumlich und/oder zeitlich getrennte Amplif ikation 
erfolgen, d.h. z.B., dali entweder das erste Amplikon verdunnt 
oder mindestens einer der auJieren Primer entfernt werden miis- 
sen. Im allgemeinen wird die Verdunnungsmethode angewendet, 
bei der die Konzentration der ursprunglichen Matrize und die 
Konzentration mindestens eines der auileren Primer (nachfolgend 
mit Pi bzw. P 2 bezeichnet) stark vermindert wird. Ein Hinzupi- 
pettieren ist nach der ersten Amplif ikation im Prinzip zwar 
moglich, jedoch mit dem Risiko verbunden, dafi die der „nested 
PCR" normalerweise innewohnenden Vorteile (s.o.) nicht reali- 
siert werden konnen. Ferner ist dem Fachmann bekannt, dali bei 
gleichzeitiger Anwesenheit aller drei Primer in dem Ansatz 
keine Erhohung. der Empf indlichkeit und der Spezifitat mehr er- 
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reicht werden kann, weshalb von einer verschachtelten PCR im 
eigentlichen Sinne auch nicht mehr gesprochen werden kann (s. 
z.B. WO 96/26291). Deshalb beschreiben die WO 90/11369, die WO 
96/31622, die WO 93/21339, sowie die WO 98/28438 Verfahren, 
5 bei denen die Amplif ikationsrunden raumlich und/oder zeitlich 
getrennt ablaufen. 

Es ist ferner versucht worden, die PCR-Reagenzien vorzumischen 
und entsprechend zu stabilisieren, insbesondere um die Durch- 

10 fuhrung der PCR-Reaktion zu vereinfachen. Im Stand der Technik 
ist jedoch nicht beschrieben, dass die Reaktionsteilnehmer der 
vorgesehenen Umsetzung direkt auf einer Microarrayanordnung in 
dehydratisierter Form bereitgestellt werden, so dafl die Reak- 
tion nur 'noch durch Zugabe der vorzugsweise wafirigen ProbenlO- 

15 sung gestartet werden kann. 

Im Stand der Technik sind unterschiedliche Techniken zur Ly- 
ophilisierung bzw. Trocknung von Reagenzien fur die Durchfuh- 
rung von Nucleins&ure-Analysen beschrieben. So wird im US- 

20 Patent 5 5 65 318 die Herstellung von Semispharen mit alien fur 
eine Reaktion notigen Komponenten, darunter auch Nucleinsau- 
ren, beschrieben. Ahnliche Techniken werden in den Anmeldungen 
FR 2 674 253, EP 0 298 669, EP 0 726 310, GB 2 333 358, WO 
94/17106, WO 98/00530, US 5 250 429 und EP 0 383 569 angewen- 

25 det. 

In der Patentanmeldung WO 96/32497 werden konkret alle wich- 
tigen Nucleins&ure-Techniken in Bezug auf die Verwendung sol- 
cher ReagenziensphcLren beschrieben. In der Patentanmeldung WO 
30 94/16107 ist zus^tzlich noch ein Apparat bzw. eine Vorrichtung 
erwahnt, bei dem die getrockneten Reagenzien zu einer Sequen- 
zierungsreaktion auf einer Platte (vermutlich einer Mi— croti- 
terplatte) verwendet werden. In der Patentanmeldung WO 
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96/17083 wird ein fester TrSger in Form eines Kammes be- 
schrieben, auf dem sich diese Reagenzien befinden und der auf 
sog. 8-ter Strips bzw. Microtiterplatten gegeben werden kann, 
so dafi nach der Ablosung der Reagenzien die Reaktion in den 
5 Vertiefungen der Microtiterplatten ablaufen kann. 

In der Patentanmeldung WO 93/14223 wird die Aufbringung der 
einzelnen PCR-Reagenzien in Form von raumlich voneinander ge- 
trennten Flecken ("Spots") bzw, auch eine fiachige Aufbringung 

10 an eine feste Phase in Form eines Objekttragers offenbart. 
Ferner wird die reversible Bindung getrockneter Markierungs- 
substanzen und die Markierung einer Sonde nach der Rehydrie- 
rung beschrieben. Die Sonde bzw, Sonden-Nucleinsaure selbst 
liegt hierbei aber ausdriicklich reversibel an den festen Tra- 

15 ger gebunden vor. 

Keine dieser im Stand der Technik beschriebenen Techniken er- 
moglicht die parallele Amplif ikation in einem gekoppelten 
Fl\issig-/Festphasen PCR-System, bei dem die gewunschten Ergeb- 

20 nisse durch Auswertung eines direkt an der festen Phase des 
Systems nachweisbar gebildeten und damit kovalent gebundenen 
Extensionsprodukts hoch-spezif isch, mit hohem Durchsatz und 
reproduzierbar - gewtinschtenf alls auch in Echtzeit - generiert 
und den unterschiedlichen Anwendungsgebieten zugefiihrt werden 

25 kOnnen. 

Aufgabe der Erfindung ist, die dem Stand der Technik anhaften- 
den Mangel zu beseitigen und ein einf aches und fehlerfrei zu 
handhabendes und preisgtinstiges Verfahren zur Amplifikation 
30 und Analyse von DNA-Sequenzen bereitzustellen, ohne das Kom- 
promisse hinsichtlich der Empf indlichkeit und Spezifitat zu 
machen sind. 
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Erfindungsgemaii wird diese Aufgabe gelost durch ein allgemein 
anwendbares Verfahren zur spezifischen Bestimmung von DNA- 
Sequenzen mittels paralleler Amplif ikation in einem kombinier- 
ten Flussigphasen/Festphasen-DNA-Microarraysystem, indem man 
5 eine verschachtelte Polymerasekettenreaktion unter Verwendung 
von x PCR-Primersatzen aus jeweils mindestens 3 PCR-Primern 
P x l, P 2 1, P 3 1/ Pi2, P 2 2, P 3 2, Pi3, P 2 3, P 3 3, . PiX, P 2 x, P 3 x 
durchftihrt, wobei x eine naturliche Zahl bedeutet und der An- 
zahl der zu bestimmenden DNA-Sequenzen entspricht, und wobei 
10 far jeden der x PCR-Primer sat ze 

(a) zwei auflere PCR-Primer Pi, P 2 so ausgewahlt werden, daB 
sie an stromauf warts und stromabwarts der zu amplif izierenden 
Ziel-DNA-Sequenz liegende DNA-Teilsequenzen hybridisieren, 

15 

(b) ein innerer PCR-Primer P 3 so ausgewahlt wird, dafi er an 
eine innerhalb der zu bestimmenden Ziel-DNA-Sequenz liegende 
DNA-Teilsequenz hybridisiert und in der Lage ist, ein P 3 - 
Extensionsprodukt zu bilden, und 

20 

(c) die x aufieren PCR-Primer Pil, P 2 1, Pi2, P 2 2, P x 3, P 2 3, 

Pix, P 2 x in der flUssigen Phase gegenuber den x inneren PCR- 
Primern P 3 1, P 3 2, P 3 3, • P 3 x im UberschuB vorliegen, und 

25 (d) die x inneren PCR-Primer P 3 1, P 3 2, P 3 3, ... P 3 x an x raum- 
lich beabstandeten definierten Positionen unter Bildung eines 
DNA-Microarrays irreversibel an eine Festphase gebunden vor- 
liegen, und 

30 (e) man die Bestimmung durch Ermittlung des Vorhandenseins 
eines P 3 -Extensionsproduktes an der definierten Position des 
DNA-Microarrays durchftihrt . 
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Mit dem erf indungsgemaiien Verfahren lassen sich u.a. die nach- 
folgend dargelegten Vorteile erzielen. Die verschachtelten 
PCR-Reaktionen laufen direkt und parallel auf dem Festphasen- 
DNA-Mikroarray ab. Das bei der Durchfiihrung einer konventio- 
5 nellen verschachtelten PGR in flussiger Phase ublicherweise 
erforderliche Verdunnen und Neueinstellen des Reaktionsansat- 
zes nach der ersten PCR unter Verwendung der auiieren Primer Pi 
und P 2 entf alien. Fur den Anwender des vorliegend beschriebe- 
nen Verfahrens failt zur Durchfiihrung der gesamten Analyse nur 

10 noch ein Arbeitsschritt an, d.h. er mufi nur noch die Proben- 
Nucleinsauren und die PCR-Reagenzien (DNA- Polymerase und Deso- 
xynucleosidtriphosphate in PCR-Puffer) zupipettieren, sofern 
diese Reagenzien vollstandig Oder zum Teil nicht bereits nach 
einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm in dehydratisierter Form auf 

15 dem festen Trager bereitgestellt werden. Dadurch sinken sowohl 
der Arbeitsaufwand als auch die Kontaminationsgef ahr signifi- 
kant bei deutlicher Reduktion der FehlermSglichkeiten. 

Insbesondere im Rahmen von Anwendungen, bei denen nur sehr ge- 
20 ringe Target-DNA-Mengen zur Analyse zur Verfugung stehen, ist 
es also wichtig, die Sensitivitat einer Standard-PCR zu errei- 
chen. Ferner wird die bei typischen Multiplex-Anwendungen ge- 
forderte Spezifitat fUr die verschiedenen, parallel ablaufen- 
den Reaktionsschritte unbedingt zu gewahrleisten sein, urn so- 
25 wohl falsch-positive wie auch f alsch-negative Detektionse- 
reignisse auszuschliefien. 

Urn eine Kombination dieser Anf orderungen zu gewahrleisten, 
wird daher, wie nachfolgend detailliert ausgefiihrt, vorge- 
30 schlagen, mit mindestens drei Primern zu arbeiten, wobei nur 
der Detektionsprimer P 3 an der Festphase bzw. Detektionsf lache 
gebunden ist und ftir eine . wichtige Selektion der im Gesamtan- 
satz vorhandenen Amplikons sorgt, wodurch die gewiinschte hohe 
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Spezifit&t uberhaupt erst ermSglicht wird. Diese die Spezifi- 
tat gegenttber herkommlichen Verfahren deutlich steigernde Aus- 
fiihrungsform wird ferner dadurch erreicht, dass sich die in 
der flttssigen Phase befindlichen aufieren Primer Pi und P 2 ge- 
5 genaber den f estphasengebundenen Detektionsprimern P 3 im Uber- 
schuss befinden. Mit anderen Worten wird die Spezifitat des 
Nachweises dadurch gewahrleistet, dass nur solche Nukleinsau- 
resequenzen an der f estphasengebundenen PCR teilnehmen k3nnen, 
welche sich zuvor durch die ebenfalls im Ansatz vorhandenen 

10 aufiereri Primer „qualif iziert" haben. Damit wird zum einen si- 
chergestellt, dass auch geringste Target-DNA-Mengen ausrei- 
chend amplifiziert werden und damit der Detektion zur Verfii- 
gung stehen. Zum anderen wird durch die Konzentrationsunter- 
schiede zwischen den Primern Pi /P 2 und dem Primer P 3 und der 

15 gegentiber der Fltissigphasen-PCR benachteiligten Erreichbarkeit 
eines f estphasengebundenen Detektionsprimers ftir ein amplifi- 
zierbares DNA-Target tiberraschenderweise gewahrleistet, dass 
im wesentlichen nur auf die interessierende Target-Sequenz 
vorselektierte Nukleinsauren an der Detektion teilnehmen kon- 

20 nen. 

Das erfindungsgemalie Verfahren zur spezifischen Bestimmung von 
DNA-Sequenzen mittels paralleler Amplif ikation durch ver- 
schachtelte PCR in einem kombinierten Flussigphasen/Fest- 

25 phasen-DNA-Microarraysystem besitzt demgemaB die gleiche Emp- 
findlichkeit wie eine konventionelle, d.h. in flussiger Phase 
durchgeftihrte, PCR und gleichzeitig eine hShere Spezifitat als 
Hybridisierungsassays und Primer-Extensionassays . Der Grund 
dafiir ist 7 dali die dem System Primer/Proben-DNA/Polymerase ei- 

30 gene Spezifitat in bezug auf die Amplif ikation zusatzlich noch 
durch die spezifische Wechselwirkung zwischen dem an den fes- 
ten Trager immobilisierten inneren PCR-Primer (der somit auch 
die Funktion einer Sonde hat) und dem Amplikon deutlich erhoht 
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wird. Insgesamt resultiert so eine Spezifitat, die z.B. derje- 
nigen eines 5' -Exonuklease-Assays (z.B. TaqMan™-PCR- 
Technologie) uberlegen ist. 

5 Diese Vorteile lassen sich mit einem einfachen Festphasenpri- 
mer-Extensionassay, wie z.B. der Mikrotiterplatten-Festphasen- 
PCR (Nunc, vgl. z.B. NucleoLink™) oder der "Bridge™- PCR" (Mo- 
saic Technologies, vgl. z.B. WO 98/36094 und WO 96/04404), 
nicht erzielen. 

10 

Durch die ortsgebundenen inneren PCR-Primer, die auch als Son- 
den fungieren, kann nach einer bevorzugten Ausf tihrungsf orm des 
Verfahrens der Erfindung auf dem Mikroarray mit einem Markie- 
rungsreagenz (beispielsweise unter Verwendung markierter Nuc- 
15 leotide) gearbeitet werden, urn parallel viele unterschiedliche 
Sequenzen, Merkmale oder Eigenschaf ten zu untersuchen. 

Eine markierungsf reie Detektion, beispielsweise mit optischen 
oder anderen physikalischen Methoden ist aber ebenfalls m$g- 
20 lich, d.h. das erf indurigsgemafie Verfahren kann auch ohne mar- 
kierte Nukleotide durchgef vihrt und die Reaktionsprodukte ge- 
messen werden. 

Hier zeigt das erf indungsgemSiJe Verfahren gegenuber den kon- 
25 ventionellen Hybridisierungsverf ahren des Standes der Technik, 
bei denen unspezif ische Massezuwachse an der Oberflache des 
festen Tragers ein Problem darstellen, den Vorteil, dafi der 
unspezif ische Massezuwachs an der Oberflache durch Anwendung 
hoher Temperaturen stark vermindert wird, wobei die kovalente 
30 Bindung der spezifischen Extensionssprodukte an den Festpha- 
senprimer P 3 fur eine nahezu ausschliessliche Bestimmung der 
gewunschten Spezifitat sorgt. 
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Die Messung eines ortsspezif ischen Massezuwachses kann z.B. 
durch physikalische Methoden erfolgen. Beispielsweise kann die 
ortsspezif ische Anderung des Brechungsindexes, die orts- 
spezifische Anderung des elektrischen Widerstandes bzw. der 
5 elektrischen Leitf ahigkeit, die ortsspezif ische Anderung der 
optischen Dichte oder auch ortsspezif ische dichroische Effek- 
te f etc. gemessen werden. 

Grundsatzlich ist das allgemeine erf indungsgem&fie Verfahren 
10 fur ein breites Spektrum an Anwendungsgebieten geeignet, wobei 
zwischen reinem diagnostischen Nachweis bestimmter Analyten in 
einer zu analysierenden Probe einerseits und komplexer abge- 
leiteten Modif ikationen des Verfahrens zur Ermittlung von Se- 
quenzdaten oder Inf ormationen liber funktionelle Zusammenhange 
15 im Rahrnen entsprechender Genomik- bzw, Proteomik- 
Fragestellungen unterschieden werden kann. Diese Unterschei- 
dung dient jedoch nur der Veranschaulichung und soil die 
grundsatzlich offene Anwendbarkeit des erf indungsgemaflen Ver- 
fahrens in keiner Weise beschranken. 

20 

Nach einer besonderen AusfUhrungsf orm umfasst das allgemeine 
Verfahren der vorliegenden Erfindung daher ein davon abgelei- 
tetes Verfahren insbesondere zur Bestimmung von Punktmutatio- 
nen mittels paralleler Amplifikation, bei deni man 

25 

(a) unter Anwendung des oben definierten erf indungsgemaflen 
Verfahrens eine Polymerasekettenreaktion durchftihrt, durch 
welche sSmtliche x zu bestimmenden Varianten amplifiziert wer- 
den, wobei 

30 

(b) mindestens P 3 x Primerf amilien verwendet werden, wobei 
sich jedes einzelne Mitglied P 3 x-N der Primerf amilie hinsicht-. 
lich des Nukleotids an seinem 3'-Ende von jedem anderen Mit- 
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glied unterscheidet , wobei N die unterschiedlichen Nukleotide 
A, C, G und T bezeichnet, und die Annealingtemperatur der Am- 
plifikationsreaktion so ausgewahlt wird, dali die gewtinschten 
Extensionsprodukte nur an denjenigen definierten Positionen 
5 des DNA-Microarrays gebildet werden, welche durch die Anwesen- 
heit des zu der zu bestimmenden Punktmutation im wesentlichen 
exakt komplementaren Primers gekennzeichnet sind, 

(c) zur Amplifikation eine DNA-Polymerase ohne S'-^S'-Exo- 
10 nuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

(d) die Bestimmung der Punktmutation gemafi Schritt (e) des 
oben definierten erf indungsgemafien Verfahrens erfolgt. 

15 Die Angabe "im wesentlichen exakt komplementarer Primer" be- 
deutet hier, dafi hybridisierte und von der DNA-Polymerase als 
Matrize (engl. "Template") akzeptierte Primer veriangert wer- 
den, d.h. in der Regel sind im Bereich des 3'-Endes s&mtliche 
Nukleotide komplementSr zur Matrize. 

20 

Ferner umfasst das allgemeine Verfahren der vorliegenden Er- 
findung ein davon abgeleitetes Verfahren zur Bestimmung der 
Sequenz von DNA-Teilbereichen mittels paralleler Amplifikati- 
on, bei dem 

25 

(a) unter Anwendung des oben definierten erf indungsgemaJBen 
Verfahrens eine Polymerasekettenreaktion durchgefuhrt wird, 
durch welche samtllche x zu bestimmenden Sequenzen amplifi- 

ziert werden, wobei 

30 

(b) mindestens P3X Primerf amilien verwendet werden, wobei 
sich jedes einzelne Mitglied P 3 x-N, . . . P 3 x-Nn der Primerf ami- 
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lie hinsichtlich seiner 1 bis n Nukleotide am 3 1 -Ende von je- 
dem anderen Mitglied unterscheidet, wobei N die unterschiedli- 
chen Nukleotide A, C, G und T bezeichnet, und n die Lange der 
zu bestimmenden Sequenz (en) angibt, und die Annealingtempera- 
tur der Amplif ikationsreaktion so ausgewahlt wird, dali die ge- 
wiinschten Bxtensionsprodukte nur an denjenigen definierten Po- 
sitionen des DNA-Microarrays gebildet werden, welche durch die 
Anwesenheit des zu der zu bestimmenden Sequenz im wesentlichen 
exakt komplementaren Primers gekennzeichnet sind, 

(c) zur Amplif ikation eine DNA-Polymerase ohne S'-^S'-Exo- 
nuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

(d) die Ermittlung der zu bestimmenden Sequenz (en) gemaft 
Schritt (e) des oben definierten allgemeinen erf indungsgemaiien 
Verfahrens erfolgt. 

Obwohl sich die Anwendungsbereiche der ersten beiden abgelei- 
teten Modifikationen des allgemeinen erf inderischen Verfahrens 
durchaus unterscheiden konnen, erfolgt die Ermittlung im we- 
sentlichen gleich. Zwar soil im abgeleiteten Verfahren zur Be- 
stimmung der Sequenz von DNA-Teilbereichen mehr als nur das 
endstandige 3 f -Nukleotid bestimmt werden, aber durch das be- 
kannte Design des Mikroarrays und die Gruppierung der einzel- 
nen Reaktionsbereiche in Felder, die mit der ersten, zweiten, 
dritten . bzw. n-ten Position der zu bestimmenden Sequenz 
korrespondieren, erfolgt die Bestimmung des DNA-Teilbereichs 
durch sukzessives Ablesen der fur jedes Feld erhaltenen Daten. 
Mit anderen Worten wird zuerst das Feld ausgewertet, in wel- 
chem ausgehend vom Design des Arrays die erste zu bestimmende 
Base ermittelt wird, bevor in Kenntnis des Ergebnisses aus 
diesem ersten Feld die Bestimmung der Base an der zweiten Po- 
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sition der zu ermittelnden Sequenz vorgenommen wird, u.s.w. 
Die jeweilige Untersuchung eines Feldes erfolgt vorzugsweise 
durch Erfassung und Zuordnung der grofiten gemessenen Signal- 
stcLrke. Selbstverstandlich konnen die Feldmessungen auch pa- 
5 rallelisiert ablaufen. Erganzend wird in diesem Zusammenhang 
auf Abb. 3 verwiesen. 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm der vorliegen- 
den Erfindung umfasst das allgemeine Verfahren ferner ein Ver- 
io fahren zur Bestimmung der Sequenz von unbekannten DNA- 
Teilbereichen mittels paralleler Amplif ikation, bei dem 

(a) unter Anwendung des oben definierten allgemeinen erfin- 
dungsgemaften Verfahrens eine Polymerasekettenreaktion durchge- 

15 ftihrt wird, durch welche die Abfolge s&mtlicher n Nukleotide 
der zu bestimmenden Sequenzen ermittelt wird, wobei 

(b) ein samtliche Permutationen umfassender Satz von inneren 
Primern P 3 rait einer bestiinmten Lange n verwendet wird, wobei 

20 mehrere Primer rait einer jeweils unterschiedlichen Region der 
zu bestimmenden Sequenz exakt hybridisieren und Extensionspro- 
dukte definierter Lange bilden konnen, und sich jeder einzelne 
dieser Primer an einer anderen definierten Position des DNA- 
Microarrays befindet, 

25 

(c) zur Amplifikation eine DNA-Polymerase ohne S'-^'-Exo- 
nuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

(d) die Bestimmung der Sequenz durch Ermittlung der in 
30 Schritt (b) gebildeten Extensionsprodukte, Zuordnung dieser 

ermittelten Werte zu den definierten Positionen des DNA- 
Microarrays, und Zusammenstellung der zu bestimmenden Sequenz 
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im Rahmen einer ggf- Computer-unterstutzten Kombinatorik er- 
folgt, wobei die tatsachliche Aneinanderreihung der Einzelda- 
ten zur Gesamtsequenz unter Nutzung der jeweils uberlappenden 
Sequenzbereiche vorgenommen wird. 

5 

Alternativ kann eine Konsensus-PCR auch durch das Anligieren 
von PCR-Adaptoren erfolgen. Damit wird eine Signatur- 
Sequenzierung ausgehend von einem "Pool" an cDNA Sequenzen er- 
reicht (auch quantitativ ausfuhrbar im Falle einer Online- 

10 Beobachtung der Amplif ikation) . Ein solches Sequenzierungsver- 
fahren (MPSS = engl. "Massively Parallel Signature Sequen- 
cing") wurde ktirzlich beschrieben (Brenner et al., Nature Bio- 
technology Vol. 18 June 2000, Seiten 630-34) und kann unter 
Berucksichtigung der vorliegend offenbarten technischen Lehre 

15 auf sehr viel einfachere Weise durchgefuhrt werden. Das erfin- 
dungsgemafie Verfahren erfordert hierzu lediglich die cDNA- 
Generierung, einen Restriktionsverdau und die Adaptorligation 
vor dem Assay- MPSS erfordert im Gegensatz dazu die cDNA- 
Herstellung, einen Restriktionsverdau, die anschlieBende Hy~ 

20 bridisierung an "Beads", die "FACS"-Sortierung (FACS = engl. 
Fluorescence-activated Cell Sorter) der "Beads" und eine Wie- 
derholung der Ligation sowie Restriktionsverdauschritte . 

Dem Fachmann sind die grundsatzlichen Schritte der Sequenzer- 
25 mittlungen aus der allgemeinen Literatur zur ^Sequencing by 
Hybridization^-Technologie bekannt (vgl. z.B. EP 0 373 203). 
Im iibrigen wird zur Veranschaulichung des geschilderten Ver- 
fahrens auf die Abbildungen 4 und 5 verwiesen. 

30 Nach einer alternativen Aus fuhrungs form dieses Verfahrens er- 
folgt die Bestimmung der Sequenz durch Ermittlung der jeweili- 
gen Langen der in Schritt (b) gebildeten Extensionsprodukte 
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und Zuordnung der erraittelten Werte zu den definierten Positi- 
onen des DNA-Microarrays . 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm kann das zuvor 
5 beschriebene Verfahren auch zur Signatur-Sequenzierung und 
Quantif izierung ausgehend von einer unbekannten Sequenz mit- 
tels Priiaern erfolgen, welche mindestens 9 Nukleotide aufwei- 
sen. 

10 Unbekannte Sequenzen werden hierzu mit einem Restriktionsenzym 
geschnitten, Adaptorprimer anligiert und die Ligationsprodukte 
von der restlichen DNA separiert und z.B. mittels Nonamerpri- 
rnern auf und an dem Chip amplif iziert • Zum Beispiel werden die 
cDNAs eines kompletten bakteriellen RNA-"Pools" bestimmt. Das 

15 Amplikon umfafit vorzugsweise 18-25 bp. Die Festphasenprimer 
sind alle 9 Nucleotide lang und unterscheiden sich in ihrer 
Sequenz. Es sind 262144 unterschiedliche Prime rva riant en auf 
der Festphase. Wiederum werden Standard-PCR-Bedingungen ange- 
wandt, aber die Annealingtemperatur wird nach 10-20 Zyklen auf 

20 30-50°C erniedrigt, urn die Festphasen-Amplif ikation mit den 
Nonameren zu begiinstigen. Nur exakt komplementare Primer wer- 
den veriangert . Das entstandene Muster nach Anf arbung erlaubt 
durch Abgleich mit ublichen Datenbanken die Sequenzbestimmung. 

25 Somit wird die Sequenzermittlung von Produkten des " SAGE"- 
Verfahrens ermOglicht (Velculeecu V. E. et al „ , Science 1995, 
Vol. 270, Seiten 484-87; Neilson, L. et al., Genomics 2000, 
Vol 63, Seiten .13-24) Durch Online-Detektion kann die Aus- 
gangsmenge der cDNAs bestimmt werden. 

30 

Aufierdem betrifft die vorliegende Erfindung einen Festphasen- 
DNA-Microarray zur. Durchftihrung eines erf indungsgemaiien Ver- 
fahrens, auf dem an n rSumlich beabstandeten Positionen x in- 
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nere PCR-Primer P 3 1, P32, P 3 3, ... P 3 x irreversibel an die 
Festphase gebunden sind. 

Durch das erf indungsgemafle Verf ahren zur ^ Bestimmung der Se- 
5 quenz von DNA-Teilbereichen mittels paralleler Amplif ikation 
lassen sich die Nachteile der Sequenzierungsverf ahren des 
Standes der Technik beheben, namlich unter anderem die durch 
die grundsatzliche Linearitat einer solchen Methodik vermit- 
telte geringe Empf indlichkeit . 
10 Beispielsweise findet beim sog. "Cycle Sequencing" nur eine 
Amplifikation in der flussigen Phase statt, so dafi die Tren- 
nung der Sequenzierungsprodukte nGtig ist, was Fehlermoglich- 
keiten beinhaltet und arbeitsaufwendig ist. 

15 Beim sog. "Mini Sequencing" (nach der Sanger' schen Dideoxy- 
Sequenziertechnik) muli dagegen die Matrize bzw. das "Template" 
in grofier Menge verwendet werden, da nur Dideoxynucleotide 
(ddNTPs) verwendet werden, so dafl lediglich eine lineare Am- 
plifikation stattf indet . 

20 

Beide beispielhaft beschriebenen Sequenzierungstechniken wei- 
sen gegentiber dem erf indungsgemaften Verfahren den Nachteil 
auf, dass eine gleichzeitige, d.h. parallele Amplifikation der 
zu bestimmenden Matrize nicht mGglich ist. 

25 

Das erf indungsgemafle Verfahren ist im iibrigen dadurch von den 
bekannten Verfahren wie insbesondere der "Sequencing-by- 
Hybridisation"-Technik (wie z.B. in EP 0 373 203 beschrieben) 
abgegrenzt, daB nicht ein gesamtes Amplikon, sondern gezielt 
30 nur relevante Bereiche davon sequenziert werden konnen. Dar- 
Ober hinaus erm$glicht das Verfahren eine gleichzeitige Be- 
stimmung der Sequenz mehrerer .interner Regionen des Amplikons. 
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Zur SNP-Ermittlung (engl. "Single Nucleotide Polymorphism") 
durch Hybridisierung oder unter Anwendung der ARMS-Technik 
(engl. "Amplification Refractory Mutation System", vgl. z.B. 
P. Scheinert: Nachweis von Mutationen; BioTec Labortechnik, 
5 5/6/1998) muR die betreffende Sequenz bekannt sein. Aufierdem 
wird ein sog. "Fehl-Priming" nicht erkannt. Ein Multiplexbe- 
trieb (parallele Durchftihrung unter Verwendung mehrerer ver- 
schiedener Primer) ist aufgrund der Generierung von Extensi- 
onsprodukten gleicher Lange nicht moglich, so daJ5 getrennte 
10 Ansatze zwingend sind. 

Das erf indungsgemafie Verfahren zur Bestimmung von Punktmutati- 
onen mittels paralleler Amplif ikation hat demgegentiber insbe- 
sondere die nachfolgend dargestellten Vorteile. 

15 

Die Sequenzen der zu ermittelnden 3'-Basen mussen nicht (kon- 
nen aber) bekannt sein. Aufierdem mUssen keine terminierenden 
Agenzien verwendet werden (wie bei der Sanger 'schen Dideoxy- 
Sequenziertechnik) , und es ist die parallele Bestimmung der 
20 einzelnen, verschiedene SNP dif f erentiell charakterisierenden, 
Sequenzbausteine moglich, d.h. der Multiplexbetrieb . 

Die Empfindlichkeit ist sehr hoch (1 Kopie wird erkannt), da 
mit minimalsten Matrizenmengen (1 Kopie reicht) mit Hilfe ex- 
25 ponentieller Amplif ikation sequenziert wird. 

Weitere vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausfuhrungsf ormen der 
Erfindung sind Gegenstand der Unter an sprliche . 

30 Im folgenden wird die Erfindung ohne Beschrankung anhand von 
AusfUhrungsbeispielen und unter Bezugnahme auf die in den Fi- 
guren dargestellten Abbildungen detaillierter beschrieben. 
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Abb- 1: den spezifischen Nachweis einer bekannten Sequenz. 

5 Abb. 2: eine Allotypbestimmung durch spezifische Bestimmung 
der Identitat eines 3'-standigen Nucleotids mittels Primerfa- 
milien. 

Abb. 3: eine sog. "Sequence Tag Aquisition", d.h. eine spezi- 
10 fische Signatur-Sequenzierung ausgehend von einer bekannten 
Primersequenz mittels Primerf ami lien. 

Abb. 4: eine Signatur-Sequenzierung ausgehend von einer unbe- 
kannten Sequenz mittels Primer-Hexameren. 

15 

Abb. 5: das Zusammenfuhren der durch die Signatur-Sequenzie- 
rung gem&fi Abb, 4 erhaltenen Einzelergebnisse zur Generierung 
einer kontinuierlichen Sequenzabf olge . 

20 Bei einer vorteilhaf ten Ausgestaltung des erf indungsgemafien 
Verfahrens zur spezifischen Bestimmung von DNA-Sequenzen mit- 
tels paralleler Amplif ikation liegen die x aufieren PCR-Primer 
Pil, P 2 1, Pi2, P 2 2, Pi3, P 2 3, ... Pix, P 2 x gegenuber den x in- 
neren PCR-Primern P 3 1/ P 3 2, P 3 3, ... P 3 x in einem 10 2 - bis 10 12 

25 -fachen, z.B. in einem 10 4 -fachen, Uberschufi vor. Dadurch 
lauft die PCR am Anfang verstarkt in der flussigen Phase ab. 
Mit zunehmender Amplikon-Konzentration findet die PCR aber zu- 
nehmend auf der Festphasenoberf lache statt und entspricht dort 
einer verschachtelten PCR. 

30 

Bei einer weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltung des erfindungs- 
gemafien Verfahrens zur spezifischen Bestimmung von DNA- 
Sequenzen mittels paralleler Amplif ikation sind die Schmelz- 
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temperaturen (Tm) der zwei aufieren PCR-Primer P x und P 2 gegen- 
uber derjenigen des inneren Primers P 3 unterschiedlich. Bei- 
spielsweise haben die aufieren PCR-Primer eine hohere Schmelz- 
temperatur als der innere PCR-Primer. Der Reaktionsverlauf 
5 kann dann so eingestellt werden, dafi zunachst bei erhohter 
Temperatur nur die Sulieren PCR-Primer binden bzw. "annealen" 
und verlangert werden. Nach der entsprechenden PCR-Zyklenzahl 
wird dann die Temperatur gesenkt, so dafi auch der innere PCR- 
Primer an sein "Template" binden und die fur die Bestimmung 
10 gewiinschten Extensionsprodukte bilden kann. 

Auch die verschiedenen Festphasenprimer P 3 untereinander kon- 
nen unterschiedliche Schmelztemperaturen aufweisen. Daher ist 
es moglich, die Reaktion so zu steuern, dafi nur an bestimmten 
15 definierten Positionen des DNA-Microarrays eine Amplifikation 
stattfindet. Durch die Erstellung von Amplif ikationsprof ilen 
konnen gewunschtenf alls die unterschiedlichen Eigenschaf ten 
der Festphasenprimer wie z .B. Basenzusammensetzung, G-C Gehalt 
und Lange berucksichtigt werden. 

20 

Bei dem erf indungsgemafien Verfahren zur Bestimmung von DNA- 
Sequenzen mittels paralleler Ampifikation unterliegt die Fest- 
phase bzw* der feste Trager keinen besonderen Beschrankungen 
und kann beispielsweise unter Metall ( z . B . Aluminium oder 

25 Gold)oberflachen, mit Si0 2 bedampften Metall-oberf lachen, Me- 
tall/Halbmetalloxid(z.B. Al 2 0 3 oder Si0 2 ) oberf lachen, Glasober- 
f lachen, Polymeroberf lachen, z.B. in Folienform, Nylonmembra- 
nen oder Nitrocellulosemembranen ausgewahlt werden. Dem Fach- 
mann ist aber klar, daii sich grundsatzlich auch "halbfeste" 

30 oder gelartige Trager eignen. Wichtig ist nur, daii eine Qrtli- 
che Fixierung bzw. raumliche Lokalisierung der Nachweisreakti- 
on mciglich ist. 
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Ein erfindungsgemafi bevorzugt geeigneter gelartiger Trager 
kann z.B. hergestellt werden, indem auf einem herkommlichen 
festen Trager an sich bekannte Polymerisationsinitiatoren im- 
mobilisiert werden, an die dann entsprechende Monomere unter 
5 Bildung von sog. "Polymer Brushes" polymerisiert werden. Diese 
Monomexen konnen zum einen funktionelle Gruppen aufweisen, li- 
ber die eine Vernetzung der "Polymer Brushes" miteinander mog- 
lich ist, und zum anderen funktionelle Gruppen haben, die zur 
Immobilisierung von Sonden-Molekulen, z.B. Oligonucleotiden 

10 oder Antikorpern, dienen (Linker-Gruppen) . In wafiriger Phase 
quillt die Schicht aus "Polymer Brushes" auf der Oberflache 
des festen Tragers gelartig auf. Mit "Polymer Brushes" lassen 
sich erheblich hShere Propfdichten auf der Trageroberf lache 
erreichen als unter Verwendung der konventionellen, sich 

15 selbst organisierenden Monoschichten (engl. "Self-assembled 
Monolayers", "SAMs") aus bifunktionellen Molekulen (engl. 
"Linker"). Auch die Kopplungsdichte in bezug auf die Proben- 
oder Sondenmolekiile ist erheblich hoher. Einzelheiten zur "Po- 
lymer-Brush"-Technik sind in der WO 00/43539 beschrieben, auf 

20 die hier ausdrucklich Bezug genommen wird. 

Bevorzugt wird Glas verwendet, da es keine porose Oberflache 
hat, in deren Poren die Ziel-DNA diffundieren konnte und da- 
durch langsamer ihre entsprechende Sonde findet. Auflerdem ist 
25 Glas mechanisch stabil, temperaturbestandig, unempf indlich ge- 
gentiber stringenten Waschbedingungen und hat eine geringe Ei- 
genfluoreszenz. Es sind alle Glasarten oder -sorten geeignet, 
z.B. Quarzglas. I 

30 Die PolymeroberflSche kann z.B. aus Polypropylen, Polymethyl- 
methacrylat (PMMA) (Acryl- bzw. Plexiglas) oder Cycloolefin- 
Copolymeren (COCs) bestehen, Ein geeignetes COC ist beispiels- 
weise von Ticona unter dem Handel snamen "Topaz" erhaitlich. 
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Die genauen Sequenzen der aufieren und inneren Primer bzw. Son- 
den wahlt der Fachmann nach Maftgabe des konkreten analytischen 
Problems. Beispielsweise kann es sich urn Sequenzen handeln, 
die an ftir die nachzuweisenden oder zu dif ferenzierenden Mik- 
5 roorganismen spezifische DNA-Sequenzen hybridisieren. Organis- 
menspezifische Sequenzen konnen beispielsweise durch Sequenz- 
datenbankvergleiche und ggf. "Alignment" ermittelt werden. 
Grundsatzlich besteht keine Beschr&nkung auf DNA oder allge- 
mein NucleinsSuren als Sonden. Es k5nnen wegen der bekannten 
10 Vorteile auch DNA-PNA (Peptidnucleinsaure) -Hybride bzw, - 
Chimare verwendet werden. Ferner konnen auch modifizierte Nuc- 
leotide (z.B. dl, dl-Biotin, dU, dU-Biotin) eingesetzt werden. 

Die direkte oder indirekte Immobilisierung der Biomolekule rait 
15 oder ohne Spacer an der Oberflache des festen Tragers erfolgt 
erfindungsgemaJi durch kovalente Bindung und betrifft gleicher- 
mafien sowohl die in situ-Synthese von z.B. Oligonucleotiden 
als auch das Aufpropfen zuvor synthetisierter Nucleotidf olgen 
unabhangig von der jeweiligen Lange und tatsachlichen Beschaf- 
20 fenheit der als Sonden und/oder Primer dienenden Nucleinsau- 
ren. 

Beispielsweise kann ein Glastrager in eine Losung von bifunk- 
tionellen Molekiilen (sog. "Linker") , die z.B. eine Halogensi- 
25 lan- (z.B. Chlorsilan-) oder Alkoxysilangruppe zur Kopplung an 
die Glasoberf lache aufweisen, getaucht werden. 

Das verwendbare bif unktionelle Silan unterliegt keinen beson- 
deren Beschrankungen . In Frage kommen alle Silane, die am Si- 
30 liciumatom ein(e), zwei oder drei hydrolysierbare (s) Atom(e) 
oder Gruppe(n) aufweisen, beispielsweise Halogenatome, Ci-C 4 - 
Alkoxy-, Ci-C 4 ~Acyloxy- oder Aminogruppen . 
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Konkret kann zum Beispiel Isocyanopropyltrimethoxysilan oder 
3-Glycidoxypropyltrimethoxysilan auf einen Glastrager aufge- 
bracht werden. 

5 Die zweite funktionelle Gruppe des bifunktionellen Silans un- 
terliegt ebenfalls keinen besonderen Beschrankungen und wird 
nach Mafigabe des zu immobilisierenden Proben- Oder Sondenmole- 
kttls (z.B. Nucleinsauren) gewahlt. Beispiele sind zu nucle- 
ophilen Substitutionsreaktionen, nucleophilen Additionsreakti- 

10 onen, Diels-Alder-Reaktionen oder radikalischen Substitutions- 
reaktionen fahige reaktive Gruppen. Konkrete Beispiele sind 
reaktive Doppelbindungen, Diengruppen, dienophile Gruppen, E- 
poxy-, Aldehyd- Hydroxy-, Carbonsaure-, Aktivester-, Amino, 
Disulfid-, Thiol-, Aziridin-, Azlacton-, Isofcyanat-, Isothio- 

15 cyanat-, Azidgruppen und reaktive Austrittsgruppen. 

Diese und weitere bif unktionelle Linker fur die Kopplung einer 
Vielzahl von Proben- oder Primer/Sonden-Molekiilen, insbesonde- 
re auch biologischen Ursprungs, an eine Vielzahl von Trager- 
20 oberfiachen sind dem Fachmann gut bekannt, vgl. beispielsweise 
"Biocon jugate Techniques" von G. T. Hermansoji, Academic Press 
1996. 

Fiir Nylonmembranen kSnnen z.B- Oligonucleotide mit Oligo-(dT)- 
25 Schwanz am 5'-Ende verwendet werden. Durch UV-Bestrahlung wer- 
den die Thymin-Basen des Oligo- (dT) -Schwanzes kovalent mit 
primaren Aminen in der Nylonmembran verknttpft. 

Bei einer bevorzugten Ausftlhrungsf orm eines erf indungsgemafien 
30 Verfahrens zur spezifischen Bestimmung von DNA-Sequenzen mit- 
tels paralleler Amplifikation liegen auf dem verwendeten Fest- 
phasen-DNA-Microarray alle oder einzelne der zur Durchf uhrung 
des Verfahrens erforderlichen PCR-Reagenzien bzw. 
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Komponenten, d.h. die DNA-Polymerase, z.B. die thermostabile 
Taq-Polymerase (DNA-Polymerase aus Thermus aguaticus) , geeig- 
nete Puf f ersubstanzen und samtliche Desoxynucleosid- 
triphosphate und die x aufieren Primer, stabil und reversibel 
5 dehydratisiert auf der Oberfiache vor. 

Es kOnnen beliebige, beispielsweise handelsiibliche, PCR-Rea- 
genzien verwendet werden. Die Aufbringung auf den festen Tra- 
ger erfolgt nach herkommlichen Verfahren, beispielsweise durch 

10 Aufpipettieren. AnschlieJiend wird dehydratisiert, beispiels- 
weise durch Trocknen an der Luft, im Vakuurn oder im Trocken- 
schrank, uber einem ublichen Trocknungsmittel in einen Exsik- 
kator oder durch Lyophilisation (Gef riertrocknung) . Die Ly- 
ophilisation ist bevorzugt, da es sich urn ein besonders 

15 schnelles und schonendes Dehydratisierungsverf ahren handelt. 
Die Endkonzentrationen k5nnen einfach eingestellt werden, in- 
dem die PCR-Reagenzien in so konzentrierterer Form aufgebracht 
werden, dafi sich nach der Rehydratisierung in einem bestimmten 
Volumen Fltissigkeit die gewunschten Reaktionsparameter wie 

20 insbesondere Konzentrationen und pH-Wert ergeben. 

Die Aufbringung kann auch raumlich getrennt erfolgen. 

Die PCR-Reagenzien sind auf dem festen TrSger liber lange Zeit, 
25 z.B. mindestens 6 Monate, ohne Kuhlung stabil. 

Die inneren Primer sind geeigneterweise bereits im voraus 
(d.h. vor der Aufbringung und Dehydratisierung der PCR- 
Reagenzien) kovalent auf der Oberfiache des festen Tragers ge- 
30 bunden bzw. immobilisiert . 



Im Gebrauch werden die in der zu analysierenden Probe gegebe- 
nenfalls vorhandenen Proben-Nucleinsauren in waflriger Losung 
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zugegeben, wodurch die PCR-Reagenzien rehydrieren und die Am- 
plifikation im Falle des Vorhandenseins einer vom Design des 
analytischen Ansatzes antizipierten „Template"-Gegensequenz 
auf dem festen TrSger abiauft, ohne dafi die Zugabe weiterer 
5 Reagenzien notwendig ist. 

Die Analyse/Detektion erfolgt nach einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform mit Hilfe von kovalent an dem Festphasen-DNA- 
Microarray als Extensionsprodukte gebildeten und markierten 
10 DNA-Sequenzen und durch Bestimmung der Lokalisierung der Mar- 
kierung auf der Oberflache wie beispielsweise aus EP 0 373 203 
bekannt . 

Beispielsweise kann ein Fluorochrom als Marker in das Amplikon 
15 eingebaut werden, dessen Fluoreszenzemission dann detektiert 
Oder gemessen wird. Da der Einbau der Markierung ortsgebunden 
erfolgt, k5nnen die Markierungsreaktionen, gewunschtenf alls 
auch in Echtzeit, nachgewiesen bzw. beobachtet werden. 

20 Die Markierungs- und Detektionstechniken unterliegen keinen 
besonderen Beschrankungen. Beispielsweise kSnnen radioaktiv 
oder fluoreszenzmarkierte Nucleotide verwendet werden. Die 
Fluoreszenzmarkierung hat dabei den Vorteil, dafi keine beson- 
deren Schutzvorkehrungen wie beim Arbeiten rait radioaktiveia 

25 Material getroffen werden mussen. Der Nachweis der Hybridisie- 
rung kann beispielsweise durch konfokale Laser-Scanning- 
Mikroskopie erfolgen. 

Eine weitere M5glichkeit ist die Verwendung von digoxigenin- 
30 markierten spezifischen Sonden (Oligonucleotiden) . Der Nach- 
weis der Hybridisierung kann hier beispielsweise durch eine 
sich anschliefiende Antikorper- und Farbreaktion erfolgen,. z.B. 
mit Hilfe eines poly- oder monoklonalen Digoxigenin- 
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AntikOrpers, der z.B. mit alkalischer Phosphatase konjugiert 
ist. Die alkalische Phosphatase setzt beispielsweise 
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) oder 5-Brom-4-chlor-3- 
indolyl-phosphat (BCIP) unter Bildung eines blauen Farbstoffs 
5 urn. 

Der zur Ausfuhrung eines der erf indungsgemafien Verfahren vor- 
geschlagene Festphasen-DNA-Microarray liegt in weiterer Aus- 
gestaltung in Form eines sog. "Lab-on-a-Chip"-Systems vor, bei 

10 dem alle notwendigen Einrichtungen zum Mischen der Reaktions- 
teilnehmer sowie zur Temperaturregelung, ggf. einschliefllich 
einer Steuereinheit fur einzelne oder alle Einrichtungen, auf 
dem Microarray integriert sind. Ein solches, fur den erfin- 
dungsgemafien Einsatz grundsatzlich geeignetes System wird bei- 

15 spielsweise von KShler et al . in transcript Laborwelt, Nr. 2 
(2000), S. 5 ff. "Chipthermocycler" beschrieben und kann vom 
Fachmann in Kenntnis der vorliegenden Erfindung ohne zumutba- 
ren Auf wand leicht konfiguriert und betrieben werden. Alterna- 
tiv kann die Steuerung der erf orderlichen Verf ahrensparameter 

20 vollstandig oder teilweise extern wie z.B. in einer Rechneran- 
lage erfolgen. 

Kurz zusammengefafit vereinen das allgemeine erf indungsgemafle 
Verfahren zur spezifischen Bestimmung von DNA-Sequenzen mit- 

25 tels paralleler Amplif ikation durch verschachtelte PCR in ei~ 
nem kombinierten Flussigphasen/Festphasen-DNA-Microarraysystem 
sowie die fur bestimmte Anwendungsgebiete modif izierten Ablei- 
tungen desselben in sich die Sensitivitat der PCR, die Paral- 
lelitat der Mikroarrayanalytik und die Spezifitat des Systems 

30 Primer/"Template"/Polymerase mit dem Vorteil der stabilen de- 
hydrierten Bindung von Reagenzien auf einem Microarray. 
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Die vorliegende Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
unter Bezugnahme auf die anhangenden Figuren nachfolgend naher 
erlautert. Es wird jedoch ausdriicklich darauf hingewiesen, 
dass die Beispiele lediglich der Veranschaulichung einzelner 
5 bestimmter Ausfuhrungsf ormen der vorliegenden Erfindung die- 
nen, nicht aber als Beschrankung des allgemeinen erfinderi- 
schen Gedankens aufgefasst werden soli. Vom Fachmann konnen 
zahlreiche Modif ikationen und Optimierungen der konkreten Aus- 
ftihrungsbeispiele vorgenommen werden, ohne den Schutzbereich 
10 der vorliegenden Erfindung, der allein durch die anhangenden 
Ansprtiche festgelegt wird, zu verlassen. 

Bei spiel 1 

Abb.l: Spezifischer Nachweis einer bekannten Sequenz . Die obe- 
15 re Haifte der Abb. schematisiert die Vorgange wahrend der Am- 
plifikation, die untere Haifte die Situation zum Zeitpunkt der 
Detektion. Es sind mindestens 1 LOsungsprimerpaar (P x und P 2 ) 
und mindestens 1 Festphasenprimer (P 3 ) vorhanden. P 3 hat seine 
Binderegion innerhalb des Amplikons, welches von Pi und P 2 
20 amplifiziert wird. Da nach jedem Zyklus bei 90 - 95°C dena- 
turiert wird, was extremen Waschschritten (strippen) ent- 
spricht, bleiben nach Ende der Reaktion nur die kovalent ge- 
bundenen Reaktionsprodukte an der Festphase zurtick (vgl. Abb. 
1 unten) . Alle anderen Reaktionsprodukte befinden sich im U- 
25 berstand und bleiben bei der Detektion unberucksichtigt . 

Das vorliegende Beispiel betrifft den spezifischen Nachweis 
der Anwesenheit einer bekannten, far Salmonellen charakteris- 
tischen Sequenz in einer zu analysierenden Lebensmittelprobe . 
•30 Die Aufbereitung des Probenmaterials erfolgt in Ubereinstim- 
mung mit der DIN-Vorschrif t 10135, welche speziell den Nach- 
weis von Salmonellen betrifft. 
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Die in 100 pi wafiriger L6sung aufgenommene Proben-DNA wird auf 
einen Microarray aus aktiviertem Glas, auf dem sich bereits 
samtliche tibrigen Reaktionsteilnehmer in lyophilisierter Form 
befinden, wobei alle Komponenten mit Ausnahme der kovalent an 
5 der festen Phase gebundenen P 3 -Primer reversibel immobilisiert 
sind, aufpipettiert . 

Durch Zugabe der ProbenlOsung werden die lyophilisierten Kom- 
ponenten rehydratisiert und stehen dem folgenden Reaktionsab- 

10 lauf mit folgenden Konzentrationen zur VerfUgung, Die Primer 
Pi und P 2 liegen in Konzentrationen von 100 nM bzw. 600 nM 
vor, wahrend der Primer P 3 eine Konzentration von 50 pM auf- 
weist. In der waflrigen ProbenlOsung mit einem pH-Wert von 8,3 
befinden sich die tiblichen PCR-Standardpuf f erkomponenten 50 mM 

15 KC1, 10 mM Tris/HCl, 1,5 mM MgCl 2 , sowie die drei Nucleotide 
dATP, dCTP und dGTP in einer jeweiligen Konzentration von 200 
yM. Die dTTP-Konzentration des Systems betragt 75 pM, diejeni- 
ge an Biotin-dUTP betragt 50 pM. Weiterhin umfasst das System 
6,4 Einheiten (units) Taq-Polymerase (AmpliTaq™ - Gold, Per- 

20 kin-Elmer) . 

Die Reaktion wird durch eine 10 Minuten lange Aktivierung der 
Polymerase gestartet und lauft bei einer jeweiligen Annealing- 
temperatur von 65 °C und einer jeweiligen Denaturierungstempe- 
ratur von 94°C \iber 50 Zyklen, wobei ein jeder Zyklus unter 
25 Verwendung eines Thermcyclers PTC 200 (MJ Research) die fol- 
genden Inkubationszeiten umfasst: 45 Sekunden 94 °C, 60 Sekun- 
den 65°C, 120 Sekunden bei 72°C. 

Das in die kovalent gebundenen Produkte eingebaute Biotin wird 
30 nach der Reaktion mitt els Streptavidin-Fluorochrom-Konjugat in 
an sich bekannter Weise angefarbt und einer Detektion zuge- 
f tihrt . 
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Beispiel 2 

Abb. 2: Allotypbestimmung: Spezifische Bestimmung der Identitat 
eines 3'-standigen Nucleotids mittels Primer f amilien. Die obe- 
5 re Haifte der Abb. schematisiert die Vorgange wahrend der Am- 
plifikation, die untere HSlfte die Situation zum Zeitpunkt der 
Detektion. 

Unter den in Beispiel 1 genannten Reaktionsbedingungen wird 
10 eine Konsensus-PCR (vgl. z.B. P. Wordsworth, ^Techniques used 
to define human MHC antigens: polymerase chain reaction and 
oligonucleotide probes x \ Immunol Lett, 1991 Jul; 29 (1-2) : 37-9) 
durchgefuhrt, bei der alle 300 Varianten yom insgesamt 270 
Nucleotide umfassenden Exon II des DR-Gens (HLA-Klasse II) am- 
is plifiziert werden. Die intern bindenden Festphasenprimer P3 
besitzen Langen von 18 bis 27 Nucleotide und sind Mitglieder 
von insgesamt 250 Familien, deren Anzahl benotigt wird, urn ti- 
ter Redundanzen eine eindeutige Identif izierung eines Genotyps 
auch bei Heterozygotie zu ermSglichen, wobei sich jedes ein- 
20 zelne Mitglied der Primerfamilie hinsichtlich des Nukleotids 
an seinem 3 1 -Ende von jedem anderen Mitglied unterscheidet 
(vgl. Abb. 2) . 

Aufgrund der im wesentlichen gleichen Lange der vorhandenen 
25 Primer betragt die Annealingtemperatur der Amplif ikationsreak- 
tion 65 °C, so dali die gewtinschten Extensionsprodukte unter den 
gewahlten Bedingungen bevorzugt nur an denjenigen definierten 
Positionen des DNA-Microarrays gebildet werden, welche durch 
die Anwesenheit des zu der zu bestimmenden Variantensequenz im 
30 wesentlichen exakt komplementaren Primers gekennzeichnet sind. 

Im Anschluss an die Detektion gemaJi Beispiel 1 wird das erhal- 
tene Fluoreszenzmuster mit den anhand der Einzelsequenzen der 
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verschiedenen Allele zu erwartenden Signalmusterpermutationen 
verglichen. Die jeweils durch den Vergleich auf gefundenen U- 
bereinstimiuungen ermoglichen die zweif elsf reie Identif izierung 
der zu untersuchenden Genotyp-Varianten. 

5 

Beispiel 3 

Abb. 3: "Sequence Tag Aquisition" : Spezifische Signatur-Sequen- 
zierung ausgehend- von einer bekannten Primersequenz mittels 
10 Primer familien. Die obere Halfte der Abb. schematisiert die 
Vorgange wahrend der Amplif ikation, die untere Halfte die Si- 
tuation zum Zeitpunkt der Detektion. In der oberen Halfte sind 
die Nebenreaktionen an der Festphase im Gegensatz zu Abb. 1 
und 2 aus Ubersichtgrttnden nicht dargestellt. 

15 

Wie bei Beispiel 2 wird eine Konsensus-PCR durchgefuhrt . In 
diesem Fall wird die 16S-rDNA eines unbekannten Bakteriums am- 
plifiziert. Das Amplikon ist in diesem Fall ca. 1200 bp lang. 
Sequenziert werden soli jedoch lediglich ein interner Bereich 

20 von 6 Nuklotiden in einem variablen, d.h. nicht konservierten 
Bereich. Dieser unbekannte Sequenzabschnitt wird ausgehend von 
einer konservierten Region ermittelt. Hierzu werden Festpha- 
senprimerfamilien verwendet, die sich f ausgehend von einer 
konservierten Region, am 3 f -Ende jeweils durch die letzte Base 

25 unterscheiden, so dafi sich insgesamt 4 6 entsprechend 4096 
Varianten ergeben (vgl. Abb. 3) . Die Annealingtemperatur und 
die Gesamtiange der Primer sind an die gewttnschte Spezifitat 
angepaiit (s. Beispiel 2)-. Wie in Beispiel 2 angegeben, weisen 
die Primer LSngen zwischen 18 und 27 Nukleotiden auf. 



Die Detektion erfolgt wie zuvor in Beispiel 2 beschrieben. 



WO 02/20833 



30 



PCT/EP01/10160 



Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgt auf der Grundlage 
des Microarray-Designs. Durch die vom Design vorgegebene Grup- 
pierung der einzelnen Reaktionsbereiche in Felder, die mit der 
ersten, zweiten, dritten, vierten, funften und sechsten Posi- 
tion der zu bestimmenden Sequenz korrespondieren, erfolgt die 
Bestimmung des 6 Nukleotide umfassenden DNA-Teilbereichs durch 
sukzessives Ablesen der fur jedes Feld erhaltenen Daten. Mit 
anderen worten wird zuerst das Feld ausgewertet, in welchem 
ausgehend vom Design des Arrays die erste zu bestimmende Base 
ermittelt wird, bevor in Kenntnis des Ergebnisses aus diesem 
ersten Feld die Bestimmung der Base an der zweiten Position 
der zu ermittelnden Sequenz vorgenommen wird, u.s.w. Die je- 
weilige Untersuchung eines Feldes erfolgt durch Erfassung und 
Zuordnung der grSJiten gemessenen Signalstarke . Selbstverstand- 
lich konnen die Feldmessungen auch parallelisiert ablaufen. 
Erganzend wird in diesem zusammenhang auf Abb. 3 verwiesen. 

Beispiel 4 

Abb. 4: Signatur-Sequenzierung ausgehend von einer unbekannten 
Sequenz mittels Primer-Hexameren. Die obere Halfte der Abb. 
schematisiert die Vorgange wahrend der Amplifikation, die un- 
tere Halfte die Situation zum Zeitpunkt der Detektion. In der 
oberen Halfte sind die Nebenreaktionen an der Festphase im Ge- 
gensatz zu Abb. 1 und 2 aus Obersichtgrunden nicht darge- 
stellt . 

Eine unbekannte Sequenz wird mittels spezifischer Primer nach 
inverser PCR amplifiziert . Die inverse PCR ist im Stand der 
Technik bekannt (vgl. z.B. C. R. Newton, A. Graham: "PCR" , 
Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg Berlin Oxford 1994, 
Seite 120ff. und die dort angegebenen weiteren Literaturstel- 
len) . In diesem Fall wird die "Border"-Sequenz eines inte- 
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grierten Transgenkonstruktes im Mais-Kerngenom bestimmt. Das 
Amplikon umfafit 500 bp. Die Festphasenp rimer P 3 sind alle 6 
Nucleotide lang und unterscheiden sich in ihrer Sequenz . Es 
sind 4096 unterschiedliche Festphasenprimervarianten auf dem 
5 Chip. Es werden 1000 Kopien der Mais-DNA eingesetzt. Wiederum 
werden Standard-PCR-Bedingungen angewandt (s.o.). Allerdings 
wird die Annealingtemperatur nach Zyklus 20 auf 30 °C ernied- 
rigt, um die Festphasen-Amplif ikation mit den Hexameren zu be- 
giinstigen. 

10 

Die Bestimmung der Sequenz erfolgt anschliefiend durch Ermitt- 
lung der spezifisch gebildeten Extensionsprodukte, Zuordnung 
dieser ermittelten Werte zu den definierten Positionen des 
DNA-Micr oar rays, und Zusammenstellung der zu bestimmenden Se- 
15 quenz im Rahmen einer ggf. Computer-unterstutzten Kombinato- 
rik, wobei die tatsachliche Aneinanderreihung der Einzeldaten 
zur Gesamtsequenz unter Nutzung der jeweils Uberlappenden Se- 
quenzbereiche vorgenommen wird. 

20 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur spezif ischen Bestimmung von DNA-Sequenzen 
mittels paralleler Amplif ikation in einem kombinierten Flus- 
5 sigphasen/Festphasen-DNA-Microarraysystem, indem man eine ver- 
schachtelte Polymerasekettenreaktion unter Verwendung von x 
PCR-Primers&tzen aus jeweils mindestens 3 PCR-Primern Pil, 
P 2 1, P 3 1, Pi2, P 2 2, P 3 2, Pi3, P 2 3, P 3 3, Pix, P 2 x, P 3 x durch- 

fuhrt, wobei x eine nattirliche Zahl bedeutet und der Anzahl 
10 der zu bestimmenden DNA-Sequenzen entspricht, und wobei fur 
jeden der x PCR-Primer sat ze 

(a) zwei auJJere PCR-Primer Pi, P 2 so ausgewShlt werden, da£ 
sie an stromauf warts und stromabwarts der zu amplif izierenden 

15 Ziel-DNA-Sequenz liegende DNA-Teilsequenzen hybridisieren, 

(b) ein innerer PCR-Primer P 3 so ausgewahlt wird, da£ er an 
eine innerhalb der zu bestimmenden Ziel-DNA-Sequenz liegende 
DNA-Teilsequenz hybridisiert und in der Lage ist, ein P 3 - 

20 Extensionsprodukt zu bilden, und 

(c) die x aufleren PCR-Primer P 1 1 / P 2 1, Pi2, P 2 2, P x 3, P 2 3, 

Pix, P 2 x in der flussigen Phase gegentiber den x inneren PCR- 
Primern P 3 1, P 3 2, P 3 3, ... P 3 x im UberschuB vorliegen, und 

25 

(d) die x inneren PCR-Primer P 3 1, P 3 2, P 3 3, . . . P 3 x an x r£um- 
lich beabstandeten definierten Positionen unter Bildung eines 
DNA-Microarrays irreversibel an eine Festphase gebunden vor- 
liegen, und 

30 

(e) man die Bestimmung durch Ermittlung des Vorhandenseins 
eines P 3 -Extensionsproduktes an der definierten Position des 
DNA-Microarrays durchf \ihrt . 
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2. Verfahren zur Bestimmung von Punktmutationen mittels pa- 
ralleler Amplif ikation, bei dem man 

5 (a) unter Anwendung des Verfa hrens nach Anspruch 1 eine Po- 
lymerasekettenreaktion durchfuhrt, durch welche samtliche x zu 
bestimmenden Varianten amplifiziert werden, wobei 

(b) mindestens P 3 x Primerf amilien verwendet werden, wobei 
10 sich jedes einzelne Mitglied P 3 x-N der Primerf amilie hinsicht- 
lich des Nukleotids an seinem 3 1 -Ende von jedem anderen Mit- 
glied unter scheidet, wobei N die unter schiedlichen Nukleotide 
A, C, G und T bezeichnet, und die Annealingtemperatur der Am~ 
plifikationsreaktion so ausgewahlt wird, daU die gewunschten 
15 Extensionsprodukte nur an denjenigen definierten Positionen 
des DNA-Microarrays gebildet werden , welche durch die Anwesen- 
heit des zu der zu bestimmenden Punktmutation im wesentlichen 
exakt komplementaren Primers gekennzeichnet sind, 

20 (c) zur Amplif ikation eine DNA-Polymerase ohne S'-^S'-Exo- 
nuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

(d) die Bestimmung der Punktmutation gemafi Schritt (e) des 
Anspruchs 1 erfolgt. 

25 

3. Verfahren zur Bestimmung der Sequenz von DNA-Teilberei- 

chen mittels paralleler Amplif ikation, bei dem 

* *. 

(a) unter Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 eine Poly- 
30 merasekettenreaktion durchgefiihrt wird, durch welche samtliche 
x zu bestimmenden Sequenzen amplifiziert werden, wobei 
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(b) mindestens P3X Primerf amilien verwendet werden, wobei 
sich jedes einzelne Mitglied P 3 x-N, . . . P3X-N11 der Primerf ami- 
lie hinsichtlich seiner 1 bis n Nukleotide am 3 1 -Ende von je- 
dem anderen Mitglied unterscheidet , wobei N die unterschiedli- 

5 chen Nukleotide A, C, G und T bezeichnet, und n die Lange der 
zu bestimmenden Sequenz (en) angibt, und die Annealingtempera- 
tur der Amplif ikationsreaktion so ausgewahlt wird, daJi die ge- 
wunschten Extensionsprodukte nur an denjenigen definierten Po- 
sitionen des DNA-Microarrays gebildet werden, welche durch die 
10 Anwesenheit des zu der zu bestimmenden Sequenz im wesentlichen 
exakt komplementaren Primers gekennzeichnet sind, 

(c) zur Amplif ikation eine DNA-Polymerase ohne S'-^S'-Exo-' 
nuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

15 

(d) die Ermittlung der zu bestimmenden Sequenz (en) gemafl 
Schritt (e) des Anspruchs 1 erfolgt. 

4. Verfahren zur Bestimmung der Sequenz von unbekannten DNA- 
20 Teilbereichen mittels paralleler Amplif ikation, bei dem 

(a) unter Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 eine Poly- 
merasekettenreaktion durchgefiihrt wird, durch welche die Ab- 
folge samtlicher n Nukleotide der zu bestimmenden Sequenzen 

25 ermittelt wird, wobei 

(b) ein samtliche Permutationen umf as sender Satz von inneren 
Primern P 3 mit einer bestimmteri Lange n verwendet wird, wobei 
mehrere Primer mit einer jeweils unterschiedlichen Region der 

30 zu bestimmenden Sequenz exakt hybridisieren und Extensionspro- 
dukte definierter L£nge bilden kSnnen, und sich jeder einzelne 
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dieser Primer an einer anderen definierten Position des DNA- 
Microarrays bef indet, 

(c) zur Amplifikation eine DNA-Polymerase ohne 3 ! ->5 f -Exo- 
5 nuclease-Aktivitat verwendet wird, und 

(d) die Bestimmung der Sequenz durch Ermittlung der in 
Schritt (b) gebildeten Extensionsprodukte, Zuordnung dieser 
ermittelten Werte zu den definierten Positionen des DNA- 

10 Microarrays, und Zusammenstellung der zu bestimmenden Sequenz 
im Rahmen einer ggf. Computer-unterstutzten Kombinatorik er- 
folgt, wobei die tatsachliche Aneinanderreihung der Einzelda- 
ten zur Gesamt sequenz unter Nutzung der jeweils iiberlappenden 
Sequenzbereiche vorgenommen wird. 

15 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die x aufieren PCR-Primer Pil, P 2 1, Pi2, P 2 2, Pi3, P 2 3, . Pix, 
P 2 x gegentiber den x inneren PCR-Primern P 3 1, P 3 2, P 3 3, ... P 3 x 
in einem 10 2 - bis 10 12 -fachen, vorzugsweise in einem 10 4 -fachen 

20 Uberschufi vorliegen. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei 
die Schmelztemperaturen der zwei SuBeren PCR-Primer Pi und P 2 
gegenuber derjenigen des inneren Primers P 3 unterschiedlich 

25 sind. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei 
die Festphase unter Metalloberf lachen, mit. Si0 2 -bedampf ten Me- 
talloberf lachen, Metall/Halbmetalloxidoberf lachen, Glasober- 

30 flachen, Polymeroberf lachen, Nylonmembranen oder Nitrocellulo- 
semembranen ausgewahlt ist. 



WO 02/20833 PCT7EP0 1/1 0160 

36 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Metalloberf lache aus 
Aluminium oder Gold, die Metall/Halbmetalloxidoberf lache aus 
A1 2 0 3 oder Si02/ die Glasoberflache aus Quarzglas und die Poly- 
meroberfiache aus Polypropylen, Polymethylmethacrylat oder Cy- 

5 cloolef in-Copolymeren ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die x inneren PCR-Primer 
P 3 1, P 3 2, P 3 3, . . . P3X an eine Metall/Halbmetalloxidoberf lache 
oder Glasoberf lache uber ein bifunktionelles Silan, das am Si- 

10 liciumatom ein(e), zwei oder drei hydrolysierbare (s) Atom(e) 
oder Gruppe(n) aufweist, gebunden sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die hydrolysierbaren A- 
tome oder Gruppen Halogenatome, d-C 4 -Alkoxy-, Ci-C 4 -Acyloxy- 

15 oder Aminogruppen umfassen. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei die zweite funk- 
tionelle Gruppe des bif unktionellen Silans nucleophile Substi- 
tutionsreaktionen, nucleophile Additions reaktionen, Diels- 

20 Alder-Reaktionen oder radikalische Substitutionsreaktionen 
eingehen kann. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei es sich bei der zweiten 
funktionellen Gruppe des bif unktionellen Silans urn eine reak- 

25 tive Doppelbindung, Diengruppe, dienophile Gruppe, Epoxy-, Al- 
dehyd-, Hydroxy-, CarbonseLure-, Aktivester-, Amino, Disulfid-, 
Thiol-, Aziridin-, Azlacton-, Isocyanat-, Isothiocyanat-, A- 
zidgruppe oder reaktive Austrittsgruppe handelt. 

30 13. Festphasen-DNA-Microarray zur Ausfiihrung eines Verfahrens 
gemcLB einem der Anspriiche 1 bis 12, auf dem an x r^umlich be- 
abstandeten Positionen x innere PCR-Primer P 3 1, P 3 2, P 3 3, . . . 
p 3 x irreversibel an die Festphase gebunden sind. 
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14. Festphasen-DNA-Microarray nach Anspruch 13, bei dem au- 
flerdem einzelne oder alle der fiir die durchzufuhrenden Reakti- 
on (en) erf orderlichen Komponenten wie DNA-Polymerase, geeigne- 

5 te Puf fersubstanzen, samtliche Desoxynucleosidtriphosphate und 
die x auiieren PCR-Primer P x l, P 2 1/ Pi2, P 2 2, Pi3, P 2 3, ... Pix, 
P 2 x reversibel dehydratisiert auf der Oberflache vorliegen. 

15. Festphasen-DNA-Microarray nach Anspruch 13 oder 14 in 
10 Form eines ,f Lab-on-a-Chip"-Systems, bei dem ferner Einrichtun- 

gen zum Heizen, Kiihlen, Temperaturregeln, Mischen und Messen 
auf dem Microarray integriert sind. 
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Abb. 5 



GATCGA 
ATCGAT 
TCGATC 
CGATCG 
GATCGT 
ATCGTT 
TCGTTA 
CGTTAG 
GTTAGC 
TTAGCT 
TAGCTA 
AGCTAG 
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GATCGATCGTTAGCTAG . 



